1 亮 氨 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 内 乳脂 合成 相关 基因 和 和 蛋白 表达 的 影响 * 


2 赵 艳 丽 陈 Hk 史 彬 林 郭 晓 宇 BRF 
3 (内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018 


4 fi 要 : 本 试验 由 在 研究 亮 氨 酸 (Leu)〉 对 泌乳 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (BMECs)〉 内 乳脂 合成 相关 基因 


5 ”和 和 蛋白 表达 的 影响 ， 以 探讨 Leu 对 乳脂 合成 的 影响 机 理 。 将 第 3 f& BMECS 随机 分 为 6 个 处 理 


6 ”个 处 理 6 个 重复 。6 个 处 理 培养 液 中 Leu 浓度 分 别 为 0.45、0.90、1.80、2.70、3.60 和 7.20 mmol/L , 


7 ”37 'C、5% CO7 48 h 后 测定 BMECs 内 甘油 三 酯 (TG) 的 含量 及 乳脂 合成 相关 基因 和 过 氧化 物 


8 ” 酶 体 增殖 物 激活 受 体 y (PPAR 与 固 醇 调节 元 件 结合 蛋白 〈SREBP1) 和 蛋白 的 的 相对 表达 量 。 结 


9 His: Leu 浓度 对 BMECs 内 TG 含量 无 显著 影响 CP»0.05) o EARE Leu 显著 促进 脂肪 酸 


F 10 ”合成 酶 (FASN) 和 乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 A CACACA) 基因 的 表达 (P<0.05)，FASN 基因 的 相对 表达 量 


11  L41.80-2.70 mmol/L Leu 处 理 、ACACA 基因 的 相对 表达 量 以 1.80~7.20 mmol/L 处 理 较 高 。Leu 浓度 


m= 12 。 显著 影响 BMECs 内 SREBP1 基因 及 蛋白 表达 (P<0.05) ， 以 1.80 mmol/L Leu 的 促进 效果 最 好 。 虽 


>= 13 JA Leu 显著 抑制 BMECs 内 脂肪 酸 结 合 蛋 白 3 (FABP3) 、 脂 蛋白 脂 酶 (PL 、 乙 酰 甘 油 磷 酸 脂 


14 EAR RENE 64GCP476)、 线 粒 体 甘油 -3- 磷 酸 酰基 转移 酶 〈CP4M) 和 嗜 乳 脂 蛋 白 亚 家 族 1 成 员 1 


= 15 (BTN1A1) 基因 的 表达 (P<0.05) ， 但 只 有 高 浓度 (3.60-7.20 mmol/L) 的 Leu 抑制 作用 较 大 。 综 


16 AKA, Leu 浓度 影响 BMECs 乳脂 合成 相关 基因 及 PPARy 和 SREBPI 和 蛋白 的 表达 。Leu 浓度 为 
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17  1.80-2.70 mmol/L 时 ， 对 脂肪 酸 从 头 合成 相关 基因 及 调控 因子 SREBP1 蛋白 表达 的 促进 效果 较 好 ， 


18 X} TG 合成 及 脂 滴 形成 相关 基因 表达 的 抑制 作用 较 小 。 


19 ”关键 词 : 奶牛 ， 乳腺 上 皮 细 胞 ， 亮 氨 酸 ;乳脂 


20 ”中 图 分 类 号 : S827 文献 标识 码 : 文章 编号 : 
21 牛奶 总 固形 物 中 乳脂 含量 高 达 27%， 是 构成 牛奶 的 重要 物质 基础 ， 也 是 衡量 乳品 质 的 重要 指 


奶 
22 Ks. AÆR CAA) 作为 乳 蛋 白 合 成 的 主要 前 体 物 ， 不 仅 影响 乳 蛋 白 合 成 ， 对 乳脂 的 合成 也 有 影响 


23  U PAE, RAWA AA 对 乳脂 合成 的 影响 及 其 机 理 对 改善 乳品 质 有 重要 的 意义 。 亮 氮 酸 (Leu) 


24 ”是 动物 的 必需 氨基 酸 ， 研 究 发 现 ， 小 鼠 饲 粮 缺 乏 Leu 后 其 白色 脂肪 组 织 中 的 脂肪 合成 受 限制 ， 脂 


25 RER CFASNO 和 乙酰 辅酶 A PRB A CACACAO 基因 以 及 固 醇 调节 元 件 结合 蛋白 1c 


| 


26 (SREBPIc) 和 FASN 蛋白 的 表达 显著 下 降 ， 血 清 游离 脂肪 酸 和 甘油 的 含量 也 显著 下 降生 。 体 外 研 


lin 


T 27 RRL, Leu 在 影响 乳 蛋 白 合成 的 同时 ， 也 促进 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 《BMECs) 内 固 醇 调节 元 件 结合 


28 ”蛋白 -1 (SREBP1) 基因 的 表达 和 甘油 三 酯 (TG) 的 合成 gl。 这 些 结果 提示 Leu 可 能 通过 影响 脂肪 


食 高 脂 饲 粮 的 小 鼠 摄 入 过 量 的 Leu 后 ， 其 体重 下 降 ， 


ra) 


29 ”合成 相关 基因 的 表达 促进 脂肪 合成 。 然 而 ， 


30 ”脂肪 合成 受 抑制 内。 也 有 研究 发 现 小 鼠 日 摄 入 需要 量 2 倍 以 上 的 Leu 对 血浆 胆固醇 和 TG 的 合成 无 


31 MS), APL, Leu 对 动物 脂肪 代谢 的 影响 在 不 同 的 组 织 中 不 完全 一 样 ， 有 关 Leu 对 奶牛 乳 


32 ” 脂 合 成 的 影响 及 其 机 理 的 研究 报道 很 少 。 鉴 于 此 ， 本 试验 以 BMECs 为 模型 ， 研 究 不 同 浓度 Leu 对 


33 ”乳脂 合成 相关 基因 及 和 蛋白 表达 的 影响 ， 为 进一步 探讨 Leu 对 乳脂 合成 的 影响 机 理 提供 理论 基础 。 


34 ”1 材料 与 方法 


35 ”1.1 主要 试剂 


36 DMEM/F12 基础 培养 基 (12400-024) 、 胎 牛 血清 (FBS, 10099-141) 、 开 型 胶原 酶 (17101- 


37 015) 、 胰 岛 素 转 铁 蛋白 硒 钠 (51500-0560 、 细 胞 培养 用 青 链 霉 素 混合 液 (15140-122) 及 0.05% 


33 ，” 胰 蛋白 酶 胰 和 蛋白 酶 - 乙 二 胶 四 乙酸 (EDTA) 溶液 (25300054) 均 购 自 Gibco AR). FAR 


39 (L8912) 、 琼 脂 糖 (A9539) 、 氢 化 可 的 松 (H0135) 、 众 乳 素 (L65200 、 表 皮 生 长 因子 (EGF, 
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E4127) 、 油 红 O (09755) . 


自 Sigma 公司 。 


葵 甲 基础 酰 氟 (PMSF，ST506) 、 


一 抗 稀释 液 (P0023A) 


Fe Hk (SDS-PAGE) Hiv (P0014B) 


(P0018) JJ Ei dE E 


LU GS 


鼠 抗 SREBPI 抗体 (ab3259) JAA Abcam Zr]. RIPA 4% 


ESLAR y (PPARy) 抗体 CAV32880) 购 


裂解 液 (P0013C) ~ 


二 唆 啉 甲酸 (BCA) 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 (P0012) . Western 


. Western 转 膜 液 (P0012B) . ECL 化 学 超 敏 


. Western 二 抗 稀释 液 (P0023D ) 、Western 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 雁 烯 酰胺 凝 


显 色 液 


。RNAiso PLUS (D9109B) 、PrimeScriptIM RT Master Mix 


(DRR036A ) 和 SYBR? Premix Ex Taq™ [试剂 使 DRR820A) 均 购 自 TaKaRa Zr]. Tris-HCl 


ZU (TBST) 、 


CHRP) pric is 


Proteintech. KPL, =fi 


i 


1.2 试剂 配 千 


生长 培养 基 的 配制 : 


100 ug/mL 链 霉 素 、100 IU/mL 


Leu 工作 液 的 配制 : 


90 mmol/L 的 Leu 贮备 液 ，0.22 hm 滤器 过 滤 。 月 
的 Leu 贮备 液 根 据 试 验 


1.3 BMECs 的 培养 


采用 胶原 酶 消化 法 培养 BMECs， 有 具体 方法 参照 Sheng 等 四 的 方法 进 


北 亚 清真 屠宰 场 选取 3-5 岁 经 产 的 健 


SÉ. 1 pg/mL 氧化 可 的 松 、0.5% 胰 


抗 免 二 抗 〈04-15-06 ) 


青霉素 和 2.5 pg/mL 两 4 


免 抗 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 (GAPDH) 抗体 (10494-1-AP，、 辣 根 i 


、HRP 标记 山 妆 


过 氧化 物 酶 


二 抗 (LK2003) 4l 


EA (C520041) WAE 


在 100 mL 的 DMEM/F12 基础 培养 基 


岛 素 转 铁 重 白 硒 钠 、 


称 取 0.118 g 的 Leu MAF 10 mL 无 1 


EFA B. 


制 成 不 同 Leu 浓度 的 细胞 培养 液 。 


无 血清 的 生长 培养 基 


| 


WERL! 


^E] HyClone, 


添加 10% 胎 牛 血 清 、1% 胰 岛 转 铁 


10 ng/mL 表皮 生长 因子 、5 pg/mL 催乳 素 、 


清 的 生长 培养 基 中 ， 配 成 浓度 为 


照 梯度 稀释 法 将 90 mmol/L 


。 从 内 蒙古 呼和浩特 市 


期 的 高 产 荷 斯 坦 奶牛 乳腺 组 织 ，0~4 ‘C 条 件 下 运 回 实 


验 室 。 从 深层 取 约 1 cm? 组织 块 放 入 3X 双 抗 的 磷酸 盐 缓 冲 液 PBS)〉 中 。 随 后 分 别 用 3X 双 抗 的 


PBS、75% 酒 ; 


消化 1h。80 目 滤 


过 滤 后 ，179Xg 离心 S min， 弃 上 清 ; 


HA 1 XPBS 清洗 。 将 腺 泡 丰富 的 组 织 剪 成 糊 状 后 加 入 等 体积 0.5% 的 工 型 胶原 酶 ，37 "C 


PBS 冲洗 细胞 ，179Xg 离心 3 min, X 
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复 冲 洗 2 次 。 用 生长 培养 基 悬 浮 接种 于 25 cm BAH, T377C. 5% COs 条 件 下 培养 ， 直 


1.4 试验 设计 


至 原 代 细胞 贴 壁 率 达 约 90% 后 用 0.05% 胰 蛋白 酶 -EDTA 纯化 和 传代 细胞 。 


收集 第 3 代 BMECs 并 悬浮 于 生长 塔 养 基 中 按照 试验 要 求 的 密度 接种 于 细胞 培养 板 上 ， 于 


37 C, 5% CO; SFR 24h. WAX 


Md 


| PAF BS Lie. Xf BMECs 培养 24h 后 随机 分 为 6 个 处 


里 ， 每 个 处 理 6 个 重复 。 细 胞 培养 液 中 Leu 的 浓度 是 参考 庞 学 燕 中 和 代 文 婷 等 由 的 研究 结果 ， 然 后 


All FA WEE WE (MTT) 法 通过 细胞 的 增殖 率 确 定 ，6 个 处 理 Leu 的 浓度 分 别 为 0.45、0.90、1.80、 


3.60. 2.70 和 7.20 mmoJyL， 每 个 处 理 6 个 重复 。 在 BMECs 贴 壁 率 为 80%~90% 时 ， 换 为 无 血清 的 


1.5 测试 指标 与 方法 


1.5.1 BMECs 内 TG 含量 的 测定 


生长 培养 基 ，12 h 后 按照 试验 设计 要 求 换 为 不 同 Leu 浓度 的 细胞 培养 液 ，37 'C. 5% CO» 培养 48 ho 


BMECs 内 TG 的 含量 参考 Ramírez-Zacarías 等 四 的 方法 测定 ， 用 吸光 度 (OD) 值 的 大 小 表示 其 含 


， 有 具体 方法 : 将 细胞 其 液 以 5x10? 个 /mL 的 密度 接种 于 24 也 培养 板 ， 按 试验 设计 培养 48 h 后 ， 


弃 培 养 液 ，PBS 漂洗 2 次 ， 每 孔 加 入 4% 多 聚 甲 醛 溶液 0.2 mL 固定 细胞 1h 后 ，PBS 漂洗 2 次 ，0.5 


mL 油 红 O 工作 液 避 光 浸 染 2h。 然 后 用 PBS 漂洗 3 次 ， 晾 干 培养 板 后 ， 加 入 0.3 mL HARRY 


30 min， 用 全 自动 酶 标 仪 在 波长 为 510 nm 处 测定 其 OD 值 。 


1.5.2 BMECs 内 乳脂 合成 相关 基因 表达 的 测定 


BMECs 内 乳脂 合成 相关 基因 的 表达 采用 荧光 定量 PCR 仪 (Thermo, RED 检测 ， 引 物 设计 使 


用 Primer 5.0 进行 GE 1) ， 测 定 的 i 


pu 


脂肪 酸 结合 蛋 白 3 (FABP3) 、 脂 蛋白 脂 酶 (LPL) . PPARy. SREBPl. £.BEECE nete CE Big 


6 (AGPAT6) 、 线 粒 体 甘 油 -3- 磷 酸 酰基 转移 酶 (GP4M) 、 磷 脂 酸 磷酸 酯 酶 1 CLPIN1) 、 哮 乳脂 


蛋白 亚 家 族 1 成 员 1 (BTN1A1) 


、 黄 味 吟 脱氧 酶 (XDH) ， 并 以 GAPDH 为 管家 基因 。 将 细胞 其 


液 以 2x105 个 /mL 的 密度 接种 于 24 孔 培养 板 ， 按 试验 设计 培养 48h 后 提取 总 RNA。 总 RNA 的 提 


因 包 括 FASN. ACACA. 、 硬 脂 酰 辅酶 A 去 饱和 酶 1 (SCD1) 、 


ET 
g- 
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86 


87 


88 


89 


90 
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92 


93 


94 


取 及 月 


H Trizol 法 ， 于 全 自动 酶 标 仪 上 检测 总 RNA 的 纯度 与 浓度 ，OD260 nm/OD28g0nm 在 1.8~2.2 TG B 


ay 


内 表示 RNA 纯度 较 好 。 在 2% EK EHR RNA 完整 性 。RNA 反 转 录 成 cDNA 的 操作 步骤 按 


HE PrimeScript™ RT Master Mix 试剂 盒 的 说 明 书 进行 ， 反 转录 体系 为 10 hL。 基 因 表 达 量 的 检测 依 


据 SYBR? Premix Ex Taq™ 开 试 剂 盒 的 说 明 书 进行 操作 ， 反 应 体系 为 20 hL。 实 时 荧光 定量 PCR 的 


反应 程序 为 : 95 CHEN 


E30s, 95 'C 变 性 5s; 60 CEK 34s, 95 'C 延 人 


95 C, 5s, 60°C, 30s, 95 °C. 15s, 51 个 循环 ;绘制 熔 解 曲线 。 采 |) 


R1 乳脂 合成 相关 基因 的 引物 序列 


> 


20s, HEMT 40 个 循环 ; 


2 9 法 进行 目的 基因 相 


Table 1 Primer sequences of genes related with milk fat synthesis 


对 表达 量 的 计算 。 
其 天 GenBank 登录 号 
Genes GenBank accession No. 

GAPDH XM_001252479 
FASN NM_001012669 
ACACA AJ132890 
SCD1 AY241933 
FABP3 DN518905 
LPL BC118091 
PPARy NM 181024 
SREBP1 NM_001113302 
AGPAT6 DY208485 
GPAM NM. 001012282.1 
LPINI DV797268 


引物 序列 


Primer sequences (5’-3’) 
F: GGGTCATCATCTCTGCACCT 

R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA 

F: AGGACCTCGTGAAGGCTGTGA 
R: CCAAGGTCTGAAAGCGAGCTG 
F: CATCTTGTCCGAAACGTCGAT 
R: CCCTTCGAACATACACCTCCA 
F: TCCTGTTGTTGTGCTTCATCC 

R: GGCATAACGGAATAAGGTGGC 
F: GAACTCGACTCCCAGCTIGAA 
R: AAGCCTACCACAATCATCGAAG 
F: ACACAGCTGAGGACACTTGCC 
R: GCCATGGATCACCACAAAGG 
F: CCAAATATCGGTGGGAGTCG 

R: ACAGCGAAGGGCICACTCTC 

F: CTGACGACCGTGAAAACAGA 
R. AGACGGCAGATTTATTCAACTT 
F: AAGCAAGTTGCCCATCCTCA 

R: AAACTGTGGCTCCAATTTCGA 
F: GCAGGTTTATCCAGTATGGCATT 
R 


GGACTGATATCTTCCTGATCATCTTG 
F: TGGCCACCAGAATAAAGCATG 


KE 


Length/bp 
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R: GCTGACGCTGGACAACAGG 
BTNIAI M35551 F: AGGACGGACTGGGCAATTG 81 Bionaz 等 [3 
R: GAACCCATTCTCGGGAGTCAT 
XDH BC102076 F: GATCATCCACTTTTCTGCCAATG 100 行 设计 
R: CCTCGTCTTGGTGCTTCCAA 


GAPDH: 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 glycerol phosphate dehydrogenase; FASN: 脂肪 酸 合成 酶 fatty acid synthase; 


ACACA: 乙酸 辅酶 A 羧 化 酶 A acetyl-coenzyme A carboxylase a; SCD1: 硬 脂 酰 辅酶 A 去 饱和 酶 1 stearoyl-CoA 


desaturase 1; FABP3: 脂肪 酸 结合 和 蛋白 3 fatty acid-binding protein 3; LPL: 脂 和 蛋白 脂 酶 lipoprotein lipase; PPARy: 


acyltransferase 6; GPAM: 线粒体 甘油 -3- 磷 酸 酰 


磷脂 酸 磷酸 酯 酶 1 phosphatidic acid phosphatase 1; 


1 1 sterol regulatory element binding protein 1; 


过 氧化 物 酶 体 增 殖 物 激活 受 体 y peroxisome proliferator-activated receptor gamma; SREBP1: 与 固 醇 调节 元 件 结合 蛋 


4GP476: 乙酰 甘油 磷酸 脂 酰 转移 酶 6 1-acylglycerol-3-phosphate O- 


基 转 移 酶 mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransferase; LPINI: 


BTN1A1: 嗜 乳脂 蛋白 亚 家 族 1 成 员 1 butyrophilin subfamily 1 


member Al; XDH: Y&p EUN xanthine dehydrogenase。 表 2 同 。The same as Table 2. 


1.5.3 BMECs 内 乳脂 合成 相关 和 蛋白 表达 的 测定 


BMECS 内 乳脂 合成 相关 和 蛋白 的 表达 采 月 


H Western blotting 《蛋白质 免疫 印迹 ) 的 方法 测定 。 将 


细胞 悬 液 以 1x105 个 AmmL 的 密度 接种 于 25 ce? 细胞 培养 瓶 ， 按 试验 设计 培养 48h 后 ， 弃 上 清 ，PBS 


清洗 贴 壁 生长 的 细胞 2 次 ， 弃 去 上 清 ， 


min 后 收集 细胞 悬 液 ，4 °C. 15455xg 


将 60 ug 竺 检测 蛋白 样品 与 Sx 上 样 组 ; 


iK: E 80 V 电泳 40 min， 分 离 胶 上 120 V 电 


加 入 含 0.1%PMSF 的 RIPA 细胞 裂解 液 250 pL, 4 CRE S5 


— 


A 


Z4 (PVDF) 膜 上 。 转 膜 完成 后 ， 用 蒸馏水 ? 


Ù 10 min， 收 集 上 清 液 检测 PPARy 和 SREBP1 蛋白 的 表达 。 


! 液 按照 4:1 的 比例 混合 ，100 CEHE 5 min 后 进行 电泳 ， 于 


ùk 100 min。 目 的 蛋白 经 电泳 分 离 后 转移 到 聚 偏 二 气 


洗 1 min， 室 温 封 闭 1h 后 ，TBST 洗涤 3 次， 每 次 


2 min。 然 后 分 别 用 免 抗 PPARy (1:250) 和 鼠 抗 SREBP1 (1:50) T 4 ‘COR ARH, WH PVDF 膜 


后 TBST 洗 涤 3 次 ， 每 次 Smin。 分 别 用 山羊 抗 免 二 抗 〈1:1 000) 和 山羊 抗 鼠 二 抗 〈1:500) AiR 


育 1h，TBST 洗 涤 3 次 ， 每 次 8 min. 


] ECL 化 学 超 敏 显 色 液 进行 显 色 ， 凝 胶 成 像 仪 上 照相 分 析 


114 


115 


CTanongis-1000， 上 海天 能 生物 科技 公司 ) 。 


SREBP1 和 蛋白 的 相对 表达 量 采 月 


1.6 数据 处 理 


所 有 数据 利 上 


二 次 曲线 回归 分 析 ，P<0.05 表示 


2 结果 


2.1 Leu 对 BMECs 内 TG 含量 和 乳脂 


由 表 2 可知， 不 同 浓度 (0.45—7.20 mmol/L) Leu 处 理 的 BMECs 内 TG 


(P>0.05) ， 但 0.90~2.70 mmol/L Leu 处 理 的 TG € 


加 ，BMECs 内 FABP3 基因 


次 曲线 下 降 (P=0.016) ， 二 者 在 3.60~7.20 mmol/L Leu 处 理 


H Excel 2007 i 


EI 


进行 计算 和 整理 ， 


采用 SAS 9.0 软件 的 


] Quantity one 软件 进行 灰 度 值 分 析 ，PPARY 和 


各 处 理 与 Leu 浓度 为 0.45 mmol/L 的 处 理 的 比值 表示 。 


回归 统计 程序 进行 一 次 线性 与 


H 


合成 相关 基因 表达 的 影响 


归 关 系 显 著 ，0.05 三 P<0.10 表示 


量 在 数值 上 高 于 


回归 关系 趋 于 显著 。 


量 差异 不 显著 


其 他 处 理 。 随 着 Leu 浓度 的 增 


因 的 相对 表达 量 呈 显著 的 一 次 线性 下 降 (P=0.018) , LPL 基因 的 相对 表 


的 相对 表达 量 均 较 低 ; 


BMECs 内 FASN fll ACACA 基因 的 相对 表达 量 均 呈 显著 的 二 次 曲线 增加 CP-0.013. P-0.002) , 


FASN 基因 的 相对 表达 量 


内 ACACA 基因 


SCD1 和 PP4R 


PPARy 基因 的 相对 表达 量 以 0.90~2.70 mmol/L Leu 处 到 


的 相对 表达 


基因 的 相对 表达 量 与 Leu 浓度 无 显著 的 


量 以 1.80~7.20 mmol/L Leu 处 理 较 高 ， 


其 他 处 理 


回归 关系 (P>0.05) ， 但 从 数值 上 


E 较 高 ，7.20 mmol/L Leu 处 理 最 低 。 


& LJ 1.80~2.70 mmol/L Leu 处 理 较 高 ，7.20 mmol/L Leu 处 理 较 低 ; BMECs 


均 较 低 。BMECs 内 


T 


看 ， 


BMECs 


内 SREBP1 基因 的 相对 表达 量 随 Leu 浓度 的 增加 时 显著 的 二 次 曲线 增加 (P=0.022) , LA 1.80 


mmol/L Leu ATi 


GPAM、 LPIN| 和 BTNIA1 3 


P-0.032. P-0.034. P<0.001) , YA 0.45~2.70 mmol/L Leu Abi 


的 相对 表达 


XDH 基因 的 相对 表达 量 


大 量 较 高 ， 


表 2 Leu 对 BMECs 内 TG 含量 和 乳脂 


基因 


的 相对 表达 量 随 Leu 浓度 的 增加 时 


& 5 Leu 浓度 无 显著 的 回归 关系 (P>0.05) 。 


的 相对 表达 量 最 高 ，7.20 mmol/L Leu 处 理 的 相对 表达 量 最 低 。 


的 4GP476、GP4M 和 BTNIA1 基因 


以 0.45-1.80 mmol/L Leu 处 理 的 LPINI 基因 的 相对 表达 量 较 高 。 


合成 相关 基因 


BMECs 内 AGPAT6, 


显著 的 一 次 线性 下 降 (P=0.018、 


BMECs 内 


表达 的 影响 


137 Table 2 Effects of Leu on TG content and expression of genes related with milk fat synthesis in BMECs 

项 目 Leu 浓度 Leu concentration/(mmol/L) P {Ñ P-value 
SEM 

Items 0.45 0.90 1.80 2.70 3.60 7.20 一 次 Linear 二 次 Quadratic 
甘油 三 酯 含量 TG content 0.120 0.126 0.127 0.122 0.118 0.115 0.009 0.153 0.325 
乳脂 合成 相关 基因 的 相对 表达 量 Relative expression levels of genes related with milk fat synthesis 
FABP3 1.00 0.92 0.91 0.84 0.54 0.52 0.090 0.018 0.055 
LPL 1.00 0.80 0.78 0.63 0.41 0.39 0.055 0.022 0.016 
FASN 1.00 1.10 1.52 1.21 0.99 0.74 0.065 0.017 0.013 
ACACA 1.00 1.06 1.26 1.43 1.44 1.75 0.027 0.002 0.002 
SCD1 1.00 1.15 1.33 1.10 0.93 0.82 0.159 0.148 0.337 
PPARy 1.00 1.36 1.54 1.36 0.99 0.83 0.080 0.229 0.385 
SREBPI 1.00 1.09 1.41 1.03 1.12 0.51 0.100 0.059 0.022 
AGPAT6 1.00 0.98 0.99 0.95 0.89 0.84 0.058 0.018 0.097 
GPAM 1.00 1.01 1.09 0.94 0.81 0.76 0.036 0.032 0.144 
EPIN1 1.00 1.01 1.09 0.71 0.59 0.53 0.130 0.034 0.100 
BTNIAI 1.00 1.03 0.98 0.93 0.87 0.77 0.065 «0.001 0.009 
XDH 1.00 1.02 1.21 1.01 1.03 1.05 0.119 0.681 0.634 

138 P«0.05 表示 回归 关系 显著 ; 0.05<P<0.10 表示 回归 关系 趋 于 显著 。 下 表 同 。 

139 P<0.05 means regression relationship was significant; 0.05 X: P«0.10 means regression relationship 

140 tend to be significant. The same as below. 

141 22 Leu X} BMECS 内 乳脂 合成 相关 和 蛋白 表达 的 影响 

142 由 表 3 和 图 1 可 知 ，BMECs 内 PPARy 蛋白 的 相对 表达 量 与 Leu 浓度 无 显著 的 剂量 依赖 关系 

143. P>0.05) ， 但 从 数值 上 看 ， 以 0.90~2.70 mmol/L Leu 处 理 的 相对 表达 量 较 高 ，3.60~7.20 mmol/L 

144 Leu 处 理 的 相对 表达 量 较 低 。BMECs 内 SREBPI 蛋白 的 相对 表达 量 随 着 Leu 浓度 的 增加 呈 显 著 的 

145 ”二 次 曲线 增加 CP=0.032) ， 以 0.90~3.60 mmol/L Leu 处 理 的 相对 表达 量 较 高 ， 且 尤 以 1.80 mmol/L 

146 Leu 处 理 的 相对 表达 量 最 高 ， 以 7.2 mmol/L Leu 处 理 的 相对 表达 量 最 低 。 

147 表 3 Leu 对 BMECs 内 乳脂 合成 相关 蛋白 表达 的 影响 

148 Table 3 Effects of Leu on expression of proteins related with milk fat synthesis in BMECs 
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Leu 浓度 Leu 


P {Ë P-value 
项 目 concentration/(mmol/L) SE 
Items 04 09 18 27 36 7.2 M 一 次 二 次 
5 0 0 0 0 0 Linear Quadratic 
过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激 活 受 体 Y 10 19 21 16 09 09 0.17 
0.240 0.176 
PPARY 0 4 0 1 6 2 4 
与 固 醇 调节 元 件 结合 蛋白 1 1.0 1.3 1.8 1.4 1.2 0.8 0.11 
0.162 0.032 
SREBPI 0 2 9 5 2 2 7 
Leu 浓度 Leu 
concentration/(mmol/L) 
0.45 0.90 1.80 2.70 3.60 7.20 
GAPDH qe Tae eee See LÁ 
— ssa — 
PPARy ——  — M 
GAPDH —  —— — — o 
SREBPI 99 e Newer Wee meom jn 
GAPDH: 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 glycerol phosphate dehydrogenase; PPARy: 过 氧化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 Y 


peroxisome proliferator-activated receptor gamma; 


binding protein 1. 


图 1 Leu 对 BMECs 内 乳脂 合 


HO EH 


SREBPI: 与 固 醇 调 节 元 件 结合 蛋 


1 sterol regulatory element 


成 相关 和 蛋白 表达 的 影响 


Fig.1 Effects of Leu on expression of proteins related with milk fat synthesis in BMECs 


3 讨论 


M 


胞 内 脂肪 酸 的 自由 


输 都 需要 相关 转运 蛋白 的 参与 1。 


(LCFA) 摄取 与 细胞 内 转运 


AA 后 ， 


果 得 出 ， 随 着 Leu 浓度 的 增加 ，BMECs 内 FABP3 和 ZLPL 基 医 


扩散 效率 较 低 ， 而 且 不 具有 生 


的 重要 基因 [5]。 


乳腺 对 LCFA 的 摄取 及 乳脂 


= 
4 
SM 
qi 
Ca 
fly 


via 


HAY C18:0. c-9,c-12-C18:2 Fil C18:3 含 


PE, ITPA Soy RI a A IL XS 


LPL 和 FABP3 基因 是 参与 哺乳 动物 多 种 组 织 中 长 链 脂肪 酸 


在 玉米 秸秆 为 粗饲料 的 条 件 下 ， 奶 牛 阴 外 动脉 灌注 


量 也 下 降 09。 本 研究 结 


因 的 相对 表达 量 下 降 ， 说 明 Leu 可 能 


171 ”抑制 BMECs 内 LCFA 的 摄 入 与 转运 。 目 前 ， 关 于 Leu 对 FABP3 和 LPL 基因 表达 影响 的 研究 报道 


172 极 少 ， 有 待 于 进一步 研究 探讨 。 


173 与 固 醇 调节 元 件 结合 蛋白 (SREBP) 和 PPARy 是 乳脂 肪 合成 的 重要 调控 因子 。 沉 默 BMECs 


174 ”内 SREBP1 基因 后 ，4C4C4 和 FASN 基因 的 相对 表达 量 显著 下 降 071。 用 PPARY 的 激活 剂 罗 格 列 酮 


175 ”处理 BMECs 后 ，FASN fll ACACA 基因 的 相对 表达 量 增加 (81。ACACA 是 脂肪 酸 从 头 合 成 的 一 种 限 


176 ，” 速 酶 ， 催 化 乙酰 -辅酶 A(CoA) 凑 化 生成 两 二 酰 CoA. FASN 是 一 种 多 功能 的 酶 系统 ， 以 一 种 代谢 酶 


177 ”类 参与 脂肪 的 生成 和 沉积 ， 是 体内 脂肪 合成 途径 中 的 一 个 关键 酶 。 在 泌乳 期 间 乳 腺 内 FASN 基因 编 


178 ” 码 的 蛋白 FASN 调控 中 短 链 脂肪 酸 (SMCFA) (C4~C16) KWER, Cheng 等 外 的 研究 发 现 ， 小 


179 WAREZ Leu 后 白 脂肪 组 织 中 FASN 和 ACACA 基因 的 相对 表达 量 以 及 FASN 和 SREBPIc 蛋白 的 


一 180 ”相对 表达 量 显著 下 降 。 另 有 研究 发 现 ，Leu Li BMECs 内 SREBP1 基因 的 表达 Bl。 本 研究 结果 显 


181 AN, 1.8~2.7 mmol/L 的 Leu 可 上 调 SREBP1 和 PPARy 基因 和 和 蛋白 的 表达 ， 其 靶 基 因 ACACA 和 


— 182 FASN 的 表达 也 上 调 。 这 说 明 Leu 对 乳脂 的 合成 有 显著 的 影响 ， 且 SREBP1 和 PPARy 可 能 参与 Leu 


aa 183 ”对 乳脂 合成 的 调控 ， 此外，Leu 对 乳脂 合成 的 影响 与 剂量 有 关 ，1.8~2.7 mmol/L 的 Leu 可 促进 


184 ”SMCFA 的 合成 。 


:三 185 GPAM、AGPAT6 和 LPIN1 是 参与 TG 合成 的 主要 基因 ， 同 时 其 编码 的 蛋白 也 是 参与 乳脂 合成 


C 186 。 的 关键 酶 pc0。GPAM 催化 脂 栈 CoA 结合 到 甘油 -3- 磷 酸 的 sn-1 位 点 形成 溶血 磷脂 酸 ，AGPAT 催化 


187 ”第 2 个 脂 栈 辅酶 A 结合 到 甘油 -3- 磷 酸 的 sn-2 位 点 形成 磷脂 酸 。LPIN1 能 转移 磷酸 基 团 ， 将 磷脂 酸 


188 转变 成 二 酰 甘油 ， 然 后 ， 另 外 一 个 脂 酰 CoA 酯 化 到 甘油 的 sn-3 位 点 形成 TG。 乳 腺 细胞 内 的 TG 在 


189 ”一 系列 蛋白 的 作用 下 形成 脂 滴 。BTN1A1 和 XDH 是 参与 脂 滴 形 成 的 主要 蛋白 20。BTNILA1L 在 乳腺 


190 ”细胞 分 泌 时 帮助 形成 乳脂 滴 ，XDH 在 乳脂 肪 球 和 细胞 项 膜 偶 联 过 程 中 起 重要 作用 。Leu、 异 亮 氨 酸 


191 (le) MRAR CVaD 等 支 链 氮 基 酸 (BCAA) 对 饲 喂 高 脂 饲 粮 的 小 鼠 肥 胖 和 脂肪 代谢 平衡 具有 


192 ”一 定 影响 ，BCAA 组 小 鼠 肝 脏 和 肌肉 中 TG 的 含量 较 对 照 组 显著 降低 3。 然 而 ， 日 摄 入 2 售 以 上 需 


lim] 


193 ”要 量 的 Leu 对 小 鼠 血 浆 胆 固 醇和 TG. 的 合成 无 显著 的 影响 后。 这 些 研 究 结果 说 明 Leu TG 合成 的 
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影响 结果 不 尽 一 致 。 本 研究 结果 表明 ， 高 浓度 (3.60-7.20 mmol/L) Leu 尽管 抑制 GPAM 和 AGPAT 


6 基因 的 表达 ， 但 对 TG 的 合成 并 没有 显著 的 抑制 效果 ; 结果 也 得 出 Leu 促进 了 脂肪 酸 的 从 头 合成 ， 


但 抑制 了 与 LCFA 的 摄取 与 转运 有 关 的 基因 的 表达 ， 这 可 能 是 导致 其 对 TG 合成 影响 不 显著 的 主要 


原因 。 本 研究 还 得 出 ， 高 浓度 Leu 下 调 脂 滴 形成 相关 基因 BTN1A1 基因 的 表达 。 在 奶 山 羊 BMECs 


内 ，FASN 基因 干扰 后 BTN1A1 基因 的 相对 表达 量 和 脂 滴 形成 数量 显著 下 降 231， 说 明 高 浓度 Leu 处 


理 BMECs 内 BTN1A1 基因 表达 的 下 调 可 能 与 FASN 基因 表达 的 下 调 有 关 。 综 合 结果 得 出 Leu 对 脂 


肪 酸 从 头 合成 基因 FASN fll ACACA 基因 的 表达 均 具有 促进 作用 ， 且 呈 剂 量 依赖 关系 ，FASN 基因 


的 表达 以 1.80~2.70 mmol/L 的 Leu 促进 效果 较 好 ，ACACA 基因 的 表达 以 1.80~7.20 mmol/L 的 Leu 


= 


促进 效果 较 好 ; Leu 上 调 SREBPI 基因 及 蛋白 的 表达 ，1.80 mmol/L 的 Leu 促进 效果 最 好 ; Leu fü 


FABP3. LPL, AGPAT6. GPAM 和 BTNIA1 基因 的 表达 ， 但 只 在 添加 高 浓度 〈3.60~7.20 mmol/L) 


的 Leu 时 抑制 作用 较 大 。 综 合 乳 脂 合成 的 多 项 指标 ，Leu 浓度 为 1.80-2.70 mmol/L 效果 较 好 。 


4 结论 


Leu 浓度 为 1.80-2.70 mmol/L 时， 对 BMECs 内 FASN. ACACA 和 SREBP1 基因 及 SREBP1 4& 


" 


白 表 达 的 促进 效果 较 好 ， 对 TG 合成 及 脂 滴 形 成 相关 基因 的 表达 抑制 作用 较 小 。 


IH 
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Effects of Leucine on Expression of Genes and Proteins Related with Milk Fat Synthesis in Bovine 


Mammary Epithelial Cells" 


ZHAO Yanli CHEN Lu SHI Binlin GUO Xiaoyu YAN Sumei* 


(Collage of Animal Science, Inner Mongolia Agriculture University, Hohhot 010018, China) 


Abstract: The objects of this study were to study the effects of leucine (Leu) on expression of genes and 
proteins related with milk fat synthesis in bovine mammary epithelial cells (BMECs), in order to 
investigate the mechenism of Leu regulating milk fat synthesis. The third generation of BMECs were 
divided into six treatment with six replicates per treatment, and cultured in culture mediums with 0.45, 
0.90, 1.80, 2.70, 3.60 and 7.20 mmol/L Leu, respectively. The triglyceride (TG) content, the relative 
expression levels of genes related with milk fat synthesis, as well as the protein relative expression levels 
of peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARy ) and sterol regulatory element binding protein 1 
(SREBPI) in BMECS after 48 h incubation at 37 'C and 5% CO» were detected. The results showed that 
the Leu concentration had no significant effect on TG content in BMECs (P>0.05). The optimal Leu 
concentration significantly up-regulated the gene expression of fatty acid synthase (FASN) and acetyl-CoA 
carboxylase A (ACACA) in BMECs (P«0.05). The higher gene relative expression level of FASN was 
observed in 1.80 to 2.70 mmol/L Leu treatments, and the higher gene relative expression level of ACACA 
was observed in 1.80 to 7.20 mmol/L Leu treatments. Leu concentration significantly increased the gene 
and protein expression of SREBP1 in BMECs (P«0.05), and the best promoting effect was observed in 
1.80 mmol/L Leu treatment. Although Leu significantly inhibited the gene expression of fatty acid-binding 
protein 3 C FABP3) , lipoprotein lipase (LPL) , 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 6 
(AGPAT6), mitochondria glycerol-3-phosphate acyltrandferase (GPAM) and butyrophilin subfamily 1 
member Al (BTNIA1) in BMECs (P«0.05), the higher inhibiting effect was only observed in high Leu 
concentration (3.60 to 7.20 mmol/L) treatments. Taken together, Leu concentration has a significant 
effect on the expression of genes related with milk fat synthesis and protein expression of PPARy and 
SREBPI in BMECs. The 1.80 to 2.70 expression Leu has a better promoting effect on de novo fatty acid 
synthesis genes and SREBPI protein expression, as well as little inhibiting effect on the expression of 
genes involved in TG synthesis and lipid droplet formation. 
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